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Blastomere Zarodne celice, ki v fazi nastanka notranje celične mase 
obdajajo primarno telesno votlino (blastocel). 
Cis-delujoči regulatorni 
elementi 
Regije nekodirajoče DNK molekule, ki regulirajo 
transkripcijo sosednjiih genov (genov, ki se nahajajo 
znotraj iste molekule DNK). 
E-kadherini Transmembranski glikoproteini odgovorni za medcelično 
adhezijo, ki je odvisna od prisotnosti kalcija.  
Epigenetske spremembe Vsaka sprememba dednega zapisa, ki ni posledica 
spremenjenega zaporedja baznih parov v DNK, ima pa 
velik vpliv na razvoj organizma (npr. metilacija DNK, 
gensko utišanje, genomsko vtisnjenje itd.). 
Gastrulacija Zgodnja faza embrionalnega razvoja, kjer iz enoplastne 
blastule nastane večplastna gastrula. 
Kemokini Družina kemotaksičnih citokinov - signalnih proteinov. 
Ksenogeneza Produkcija potomcev s transplantacijo v heterologno 
vrsto. Potomci se genetsko razlikujejo od staršev.   
MO  Nenabiti analogi nukleinskih kislin, ki se uporabljajo za 
spremembo genskega izražanja. 
Somitogeneza Proces nastanka bilateralnih parnih mezodermskih 
telesnih blokov (somitov) v embrionalnem razvoju. 
"Splicing" Proces nastanka zrele mRNK iz prekurzorske pre-mRNK, 
in sicer z izrezanjem intronov in ligacijo eksonov. 
Zarodna plazma Ribonukleoproteinski kompleks sestavljen iz materinsko 
dedovanih citoplazemskih determinant, ki vplivajo na 
lastnosti, razvoj in migracijo PGC. 
Zarodnocelična himera Organizem, kjer spolne spolne zarodne celice niso 
genetsko identične ostalim (spolnim) zarodnim celicam. 
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1 UVOD  
 
Ribe imajo tako kot številne druge živali dve celični liniji, spolno in somatsko. Razdelitev teh 
dveh se zgodi že v zelo zgodnjem embrionalnem razvoju. Somatske celic tvorijo telo osebka 
in so "smrtne". Medtem ko spolna linija celic velja za "nesmrtno", saj s produkcijo gamet 
skrbi za prenos genetskih informacij iz ene generacije v drugo (Ikenishi in sod., 1998, cit. po 
Xu in sod., 2010). V zgodnjem embrionalnem razvoju se gamete oz. zrele spolne celice 
razvijejo iz primordialnih oz. praizvornih zarodnih celic (angl. primordial germ cells, PGC). 
PGC so prekurzorji gamet in imajo ogromen pomen na področju razvojne biologije (npr. 
raziskave celičnih migracij) in za aplikativno znanost (npr. akvakultura). Za točno 
identifikacijo PGC, ki je pomembna za širjenja znanja in omogoča uporabo PGC tudi pri 
različnih aplikacijah, je bilo potrebno razviti natančno orodje. Tukaj je odkritje molekularnih 
markerjev genov zarodne plazme pomenilo preboj. Raziskave na vasa, nanos, dnd, dazl in 
ostalih komponentah zarodne plazme so povzročile naslednji korak tudi pri tehnikah sledenja 
PGC tekom embrionalnega razvoja. V okviru te diplomske naloge se osredotočam na 
molekularno ozadje pri ribah, ki omogoča transplantacijo PGC iz ene vrste v drugo in s tem 
pridobivanje donorjevih gamet posredno preko recipienta, kar predstavlja enega sodobnejših 
pristopov za ohranjanje genetskega materiala ogroženih vrst (Xu in sod., 2010; Robles in sod., 
2017).  
 
2 PRIMORDIALNE ZARODNE CELICE 
 
PGC so najzgodnejše nediferencirane zarodne celice. Nastajajo izven gonad, kamor kasneje 
migrirajo, kjer se nato zlijejo skupaj s somatskimi podpornimi celicami. PGC izhajajo iz 
prekurzorskih PGC (pPGC). Prekurzorji PGC so podvrženi asimetrični celični delitvi, pri 
kateri imata hčerinski celici različni usodi, ena se razvija v smeri somatskih celic, druga pa v 
smeri PGC. Parentalno celico prepoznamo kot PGC takrat, kadar obe njeni hčerinski celici 
nadaljujeta razvoj v smeri zarodne linije (Xu in sod., 2010). PGC nastajajo na določenih 
embrionalnih mestih, ki so značilna za posamezne vrste, in sicer že pred formacijo celičnih 
komponent gonad. PGC nato migrirajo preko različnih somatskih tkiv do urogenitalnega 
grebena, ki predstavlja začetno embrionalno fazo nastajajočih gonad (Xu in sod., 2010). Ko 
PGC vstopijo v gonado, jih imenujemo gonociti, ki so diploidni in odgovorni za 
gametogenezo in nastanek haploidnih gamet. Gonocite v jajčniku imenujemo oogoniji, v 
testisu pa spermatogoniji (Braat in sod., 1999). To so edine zarodne celice z zmožnostjo 
posredovanja genetskih informacij naslednji generaciji (Yoshizaki in sod., 2002; Yamaha in 
sod., 2010). 
 
Edino orodje za odkrivanje teh celic je bilo do nedavnega histološko opazovanje. PGC 
histološko okarakteriziramo kot okrogle, relativno velike celice (10-20 µm) z velikim jedrom 
(6-10 µm), jasno mejo med jedrom in citoplazmo, celice, poleg tega je za PGC značilno, da  
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vsebujejo granularni kromatin in značilne granularne elektronsko goste citoplazemske 
strukture, imenovane mitohondrijski oblak ("nuage"). Mitohondrijski oblak je subcelularni 
citoplazemski organel brez membrane, ki je del zarodne plazme in vsebuje RNK in proteine 
(Braat in sod.,1999; Herpin in sod., 2007; Yamaha in sod., 2010).  
 
Preučevanje PGC rib je najbolj razširjeno pri teleostih (ribe, ki imajo popolnoma okostenel 
notranji skelet in zračni mehur), kjer so se pri raziskovanju PGC opirali na svetlobno in 
elektronsko mikroskopijo (histološko opazovanje). Ta histološki pristop je omogočal, da so 
PGC lahko izsledili šele v fazi pozne blastule oziroma v somitogenezi (nastajanje bilateralnih 
parnih mezodermskih telesnih blokov), kar pa je predstavljalo veliko oviro, saj na ta način v 
zgodnejših embrionalnih fazah PGC ni bilo mogoče raziskovati (Herpin in sod., 2007; 
Yamaha in sod., 2010). Leta 1997 so Yoon in sod. ter Olsen in sod. pri cebrici (Danio rerio) 
odkrili vasa gen, prvi molekularni marker za zarodne celice (Yoshizaki in sod., 2002). S 
pomočjo tega markerja je bil izvor PGC pri večini živali izsleden vse do t.i. zarodne plazme 
(Weidinger in sod., 2003; Yamaha in sod., 2010). Zarodna plazma je ribonukleoproteinski 
(RNP) kompleks sestavljen iz materinsko dedovanih citoplazemskih determinant, ki vplivajo 
na razvoj, migracijo in druge lastnosti PGC (Weidinger in sod., 2003) in imajo torej 
esencialno vlogo v razvoju PGC. Do sedaj so identificirali kar nekaj genov zarodne plazme 
(Kӧprunner in sod., 2001). Poleg vasa gena so za molekularno prepoznavanje PGC pri ribah 
odkrili še druge gene kot npr. nanos (Koprunner in sod., 2001), dnd (Weidinger in sod., 
2003), dazl (Kosaka in sod., 2007) in sdf1a/cxcr4b (Knaut in sod., 2003).  
 
2.1  MOLEKULARNI MARKERJI PRIMORDIALNIH ZARODNIH CELIC 
 
Kot že omenjeno se primordialne zarodne celice nahajajo v zarodni plazmi celic. Z analizo 
vasa, dnd, nanos, dazl RNK transkriptov so potrdili prisotnost le-teh v subcelularni zarodni 
plazmi, natančneje v mitohondrijskem oblaku (Knaut in sod., 2000; Weidinger in sod., 2003; 
Kӧprunner in sod., 2001; Li in sod., 2016). Na osnovi teh spoznanj je bilo smiselno 
domnevati, da je z identifikacijo in vizualizacijo genov zarodne plazme - vasa, dnd, nanos, 
dazl mogoče identificirati tudi PGC in jim slediti na poti njihove migracije do gonad. 
             
2.1.1  vasa gen 
 
Gen vasa kodira zapis za DEAD box ATP-odvisno RNK helikazo (encim, ki odvija 
dvovijačno RNK; Hay in sod., 1988). vasa je bil prvotno odkrit pri modelnem organizmu - 
Drosophila melanogaster (vinska mušica), kjer je potreben za formacijo trebušnih segmentov 
in zarodnocelično specifikacijo (Schupbach in Wieschaus, 1986). Tekom gastrulacije in 
somitogeneze vasa-pozitivne PGC migrirajo in formirajo dve bilateralni vrsti, kjer se 
izoblikuje bodoča gonada (Weidinger in sod., 1999). Homologe vasa gena so identificirali  pri 
raznih živalskih vrstah in ti kažejo visoko ohranjenost v proteinskem zaporedju, intracelični 
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lokalizaciji in specifičnem izražanju v zarodni liniji. Ohranjenost v strukturi in ekspresijskem 
vzorcu kaže na esencialno vlogo vasa transkripta v zarodnoceličnem razvoju (Li in sod., 
2009).  Podobno kot pri drugih organizmih je pri cebrici vasa mRNK maternalno dovedena 
(Yoon in sod., 1997).  
 
Vlogo vasa transkripta pri medaki so Herpin in sod. (2007) raziskali z znižanjem izražanja 
(angl. gene knockdown) vasa gena. Rezultati so pokazali, da je vasa transkript potreben za 
pravilni ustroj zarodne plazme ter formacijo in migracijo PGC tekom razvoja zarodka. In vivo  
vizualizacija PGC "knockdown" mutantov je pokazala ektopično lokacijo PGC, ki pa so bile 
kljub temu še vedno gibljive in sposobne proliferacije.  
Pri cebrici se je v fazi štirih celic vasa transkript nahajal na marginalnem mestu delitvene 
ploskve razvijajočega se zarodka (slika 1, A), medtem ko je bil pri medaki v enaki fazi 
razvoja olvas transkript (medakin homolog vasa gena) enakomerno razporejen v citoplazmi 
vseh blastomer (slika 1, B). Skozi razvoj zarodka cebrice je bil vasa mRNK transkript izražen 
izključno v PGC, ki se nahajajo v naključnih dorzo-ventralnih pozicijah, tekom faz blastule in 
gastrule (slika 1, C). Nasprotno je prva faza, kjer lahko opazimo koncentrirane PGC pri 
medaki, šele tekom pozne gastrulacije (faza 16), kjer se nahajajo na obeh straneh dorzalno 
lociranega zarodnega ščita (slika 1, D). Olvas transkripti pri medaki tako niso potrebni za 
preživetje PGC (Li in sod., 2009). Vasa oz. olvas mRNK je tako pri cebrici kot pri medaki 
maternalno dovedena. vasa transkript je prisoten tekom vseh faz razvoja primordialne zarodne 
linije, z razlikami v distribuciji in ekspresijskih vzorcih (Knaut in sod., 2000 in Li in sod., 
2009). Prav tako je značilna diferencialna stabilnost vasa mRNK transkriptov med 
somatskimi in primordialnimi zarodnimi celicami (Herpin in sod.,2007). vasa transkript pri 
medaki je nujen za migracijo PGC, a pogrešljiv pri proliferaciji, motilnosti, identiteti ter 
preživetju PGC (Li in sod., 2009) . 
 
Slika 1: Zgodnji ekspresijski vzorci vasa transkripta (modro-vijolično obarvano) cebrice in medake pri 4-celični 
fazi zarodka in fazi pozne gastrule  (Herpin in sod., 2007) 
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2.1.2 nanos gen  
 
Gen nanos, ki je bil odkrit pri vinski mušici, kodira zapis za RNK-vezavni protein, z angl. 
imenom zinc finger (Xu in sod., 2010), domnevno vključen kot posttranskripcijski represor v 
regulacijo translacije. nanos RNK je ekskluzivno preveden v posteriornem delu zarodka, kar 
povzroči nastanek proteinskega gradienta (Gavis in Lehmann, 1994). Čeprav nanos ni 
potreben za formacijo PGC, se PCG s pomanjkanjem nanos transkripta razvijejo abnormalno. 
Te abnormalosti so: PGC se ne inkorporirajo v gonade; prehitra aktivacija zarodnoceličnih 
markerjev; abnormalna morfologija in izražanje molekul mRNK, ki se praviloma izražajo v 
somatskih celicah (Kobayashi in sod., 1996). Njegov homolog nanos1 (nos1) so odkrili pri 
cebrici, kjer se izraža v PGC. S tehniko Northern-blot so Kӧprunner in sod. (2001) dokazali 
maternalno dedovanje zapisa tega gena preko mRNK.    
 
Nanos1 so identificirali tako, da so postavili pod mikroskop celotno blastulo ("whole-mount" 
pristop) in izvedli in situ hibridizacijo. Prva opažanja v fazi blastule so razkrila, da se nos1 
mRNK inkorporirajo v PGC, ki v prvem dnevu razvoja karakteristično migrirajo, tako da 
formirajo dve skupini (Slika 2; od C do E). V nasprotju z vasa transkriptom detekcija nos1 
mRNK ni več mogoča po 5. dnevu embrionalnega razvoja. Razloge so pripisali diferencialni 
degradaciji mRNK transkriptov somatskih celic in PGC: v PGC so bili nos1   UTR 
(neprevedena regija) mRNK specifično stabilizirani, medtem ko so bili še pred fazo 
gastrulacije v somatskih celicah drastično degradirani. Za lokalizacijo so sledili izražanju 
nos1 mRNK znotraj celice. Rezultati so pokazali izražanje fuzijskega proteina skozi vso 
citoplazmo - ampak s posebej močnim izražanjem v perinuklearnih granulah v zarodni 
plazmi. Za točno določitev funkcije so z protismerno (angl. antisense) nos1 MO (morfolino 
oligonukleotidi) onemogočili izražanje nos1 mRNK tekom začetnih faz razvoja zarodka. Taki 
zarodki so izražali hude defekte v migratornih vzorcih PGC (najdeni so bili v ektopičnih 
lokacijah, kot npr. v kranialni regiji), kljub temu pa to ni vplivalo na število PGC. Iz tega so 
sklepali, da za formacijo in specifikacijo PGC v zigoti proizveden Nos1 protein ni potreben. 
Vendar zaradi zmanjšanega nivoja nos1 mRNK transkriptov PGC napačno migrirajo in so v 
ektopični lokaciji podvržene programirani celični smrti. To se kaže v zmanjšani intenzivnosti 
fluorescence, mehurjenju in napihnjenosti membrane, fragmentaciji jedra, kateri sledi končna 
formacija apoptoznih teles. Znižanje izražanja Nanos1 proteina je torej razkrilo njegovo 
ključno vlogo pri zagotavljanju ustrezne migracije in preživetja PGC (K rprunner in sod., 
2001). 
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Slika 2:Prostorska in časovna razporeditev nos1 RNK transkriptov (modro-vijolčno obarvani)  pri cebrici od 4-
celičnega zarodka do 120 ur po fertilizaciji (hpf) (K rprunner in sod., 2001) 
 
2.1.3 Dead end (dnd) gen 
 
dnd gen je sestavni del zarodne plazme cebrice, ki kodira 411 aminokislin dolg protein z 
RNK-vezavno domeno (Weidinger in sod., 2003). Za Dead end protein je znano, da blokira 
mikroRNK430-posredovano degradacijo RNK molekul, ki so specifične za zarodno linijo 
(Kedde in sod., 2007). Gross-Thebing in sod. so leta 2017 pokazali, da Dnd protein deluje kot 
ključni regulator, ki obvaruje vretenčarske PGC pred reprogramiranjem v drug celični tip. 
PGC z znižanim izražanjem Dnd1 proteina izgubijo karakteristično morfologijo in se 
transdiferencirajo v somatske celice - izražajo RNK molekule, ki so značilne za somatske 
celice in znižajo izražanje RNK molekul, ki so značilne za PGC. 
 
Identificirali so ga z in situ hibridizacijo celotnega preparata PGC, kjer so iskali izražene 
gene, specifične za zarodne celice. Tekom embriogeneze so mu z namenom lokaliziranja 
sledili s pomočjo ekspresije dead end-GFP fuzijskega proteina. Kmalu po oploditvi so dnd 
transkripte lokalizirali v številnih granulah, ki so bile razporejene po celotni citoplazmi 
enoceličnega zarodka (slika 3, A). Kasneje, v fazi prve celične delitve, se te granule razpršijo 
in potujejo v vegetativni del blastomere (slika 3, B), vse dokler se ne skoncentrirajo distalno 
od prvih dveh delitvenih brazd (slika 3, C). Tudi tukaj je opazna diferencialna degradacija dnd 
transkriptov: 4.3 ure po fertilizaciji (hpf) v fazi kupole (slika 3, F) se RNK v somatskih 
celicah razgradi, medtem ko se izražanje dnd gena ohranja od tu naprej ekskluzivno v PGC; v 
primeru somatskih celicah oz. celic, ki niso bile podvržene specifikaciji v PGC, je prenehanje 
izražanja dnd gena povezano s translacijsko represijo dnd transkriptov. To hitro degradacijo 
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dnd mRNK tik po specifikaciji PGC (4 hpf - sferična faza) so dokazali z Northern blot analizo 
(Weidinger in sod, 2003).  
 
Za dokazovanje nujnosti dnd transkripta za uspešno migracijo PGC, so uporabili metodo 
znižanja izražanja dnd gena. Rezultati so razkrili nujnost prisotnosti dnd transkripta od faze 
PGC specifikacije naprej, saj zarodki z njegovim znižanim izražanjem od gastrulacije naprej 
niso kazali nobenih znakov aktivne migracije. Velikokrat so ostali v skupinah celic, ki so 
vzdrževale bližnje medcelične stike. Kljub temu da je bila migracija PGC onemogočena, so 
zarodki izkazovali normalno morfologijo in izražanje markerskih genov, kar pomeni, da 
zmanjšano izražanje PGC markerskih genov ni vplivalo na somatski razvoj. Dead end 
transkript ima torej ključno vlogo pri pravilni migraciji PGC pri cebrici, saj z znižanjem 
izražanja tega transkripta pride do napak v migraciji in končni smrti PGC (Weidinger in sod., 
2003). 
 
 
Slika 3: Lokalizacija dnd transkriptov (vijolično obarvani) pri cebrici od 1-celične faze zarodka pa do 24-ih ur po 
fertilizaciji (hpf) (Weidinger in sod., 2003) 
 
2.1.4 dazl gen  
 
Dazl je naslednja ključna komponenta (poleg dnd - Hong in sod., 2016) za PGC in vivo 
formacijo pri Medaki. Spada v DAZ (angl. deleted in azoospermia) družino RNK-vezavnih 
proteinov, ki regulirajo razvoj in diferenciacijo zarodnih celic (Slee in sod., 1999; Houston in 
King., 2000). Najbolje preučevani geni DAZ genske družine so daz, dazl in boule, ki so 
faktorji neplodnosti pri živalskih modelih in ljudeh (Li in sod., 2016).  
 
Prvi, ki so pri cebrici odkrili DAZ homolog, so bili Maegawa in sod (1999). In sicer so za 
lociranje zdazl pri enoceličnemu zarodku opravili in situ hibridizacijo celotnega 
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preparata/zarodka. zDazl mRNK so lokalizirali v vegetativnem polu, od kje je potoval do 
animalnega pola in se na koncu tekom 2-16 celične faze vgradil v blastomere. V tej celični 
fazi se je količina mRNK transkriptov zmanjševala do faze pozne blastule, kjer je izzvenela. 
Funkcijo in lokacijo dazl so pri medaki Li in sod. (2016) odkrili preko znižanja izražanja dazl 
gena z uporabo protismerne MO (morpholino oligonukleotidov) tehnologije. Z 
mikroinjiciranjem protismernih MO proti dazl v dvocelične hibridne zarodke (NgVg) so 
odkrili, da je kljub hudim poškodbam zarodkov formiranje PGC še mogoče. Razloge za to so 
poiskali z Western blot analizo, ki je pokazala visoko vsebnost Dazl proteinov že pri 
enoceličnem zarodku. Vsebnost Dazl proteinov se kljub injiciranju različnih količin 
protismerne MO dazl do gastrulacije ni znižala. To služi kot dokaz, da je Dazl protein 
doveden maternalno. Vsi ti podatki in dejstvo, da se PGC formirajo tudi v abnormalnem 
somatskem okolju, kažejo na mehanizem predhodne formacije oz. specifikacije PGC. Za 
formacijo PGC je torej nujno potreben maternalno doveden Dazl protein (Li in sod., 2016). 
 
2.2 MIGRACIJA IN PROLIFERACIJA PRIMORDIALNIH ZARODNIH CELIC 
 
Prepoznavanje PGC s specifičnimi molekularnimi markerji je poleg vizualizacije privedlo 
tudi do znatnega napredka na področju poznavanja migratornih poti teh celic. Eno izmed 
pomembnejših odkritij je dejstvo, da je migracija PGC odvisna od zarodne plazme, in sicer od 
nekaterih njenih komponent in same integritete zarodne plazme. To so dokazali zlasti v 
poskusih znižanja genske ekspresije genov nanos (Kӧprunner in sod., 2001) in dnd 
(Weidinger in sod., 2003), ki veljata za komponenti zarodne plazme; s prenehanjem izražanja 
teh dveh komponent se PGC napačno lokalizirajo in na koncu propadejo (Blaser in sod., 
2005). 
 
2.2.1 Zgodnja faza razvoja PGC 
 
Pri prvem opisu migracije PGC pri cebrici (iz analize fiksiranega zarodka) je bila prva faza 
aktivne migracije omenjena šele v fazi gastrulacije - okoli 5.5 ur -; Weidinger in sod., 1999). 
Blaser in sod. poudarjajo, da je potrebno pridobiti informacije o dinamičnih celičnih 
mehanizmih, ki so odgovorni za prehod celic v motilno fazo in odzivnost celic na kemokine 
in ostale signale. Takšen prehod v obnašanju celic se pojavlja pri celicah v normalnem 
razvoju (Christiansen in sod., 2000) in razvoju bolezenskih tipov (Thiery, 2002). Za študijo 
prvih korakov pri prehodu PGC so uporabili pospešeno zajemanje sličic pri nizki povečavi, in 
sicer od   hpf do 4.7 hpf. Glede na celično morfologijo in motilnost so definirali 3 faze 
zgodnjega razvoja PGC. 
 
V začetni fazi (  hpf) PGC : 
- so vidno oblikovane v štirihgručah,  
- ne kažejo nikakršne motilnosti in 
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- so morfološko podobne somatskim celicam. 
 
V drugi fazi zgodnjega razvoja (3.3 hpf) PGC: 
- razvijejo veliko število majhnih in nenavadno raztegnjenih izboklin, ki štrlijo v 
naključno orientiranih smereh,  
- niso polarizirane, 
- ne migrirajo,  
- na membrani izražajo visok nivo E-kadherinov (transmembranski glikoproteini 
odgovorni za medcelično adhezijo, ki je odvisna od prisotnosti kalcija; Takeichi, 
1988) in 
- so neodzivne na signale kemokinov (kemotaksičnih citokinov SDF1a - angl. stromal 
cell-derived factor 1a) iz okolja. 
 
Prehod v zadnjo fazo (4.3 hpf) je odvisen od de novo prepisanega Dead end proteina. Za to 
fazo je značilna: 
- polarizacija PGC,  
- aktivna migracija PGC s pomočjo pseudopodijev, 
- odzivnost PGC na SDF-1a, 
- pojavnost znižanega izražanja E-kadherinov (ki povzroči zmanjšano celično adhezijo 
(Wheelock in Johnson, 2003), kar pomeni prehod PGC v migratorno fazo.  
 
 
Slika 4: Tri faze diferenciacije PGC tekom zgodnjega razvoja, ki vodijo do motilnosti, polarizacije in vodene 
migracije (Blaser in sod., 2005) 
 
Mehanizem delovanja kemokina SDF1a in njegovega receptorja CXCR4b je ključen pri 
zagotavljanju navodil za pot PGC do končnega cilja - urogenitalnega grebena. SDF1a mRNK 
se izraža v somatskih celicah na poti migracije PGC. Na drugi strani PGC, ki izražajo receptor 
CXCR4b migrirajo proti kraju z višjim izražanjem SDF1a (Doitsidou in sod., 2002). Tukaj 
vstopi še drugi kemokinski receptor CXCR7, ki se izraža v somatskih celicah in internalizira 
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odvečen SDF1a - ne vpliva na transkripcijski nivo SDF1a (Boldajipour in sod., 2008). Visoko 
afinitetni receptor CXCR7 služi torej kot zbiralnik odvečne SDF1a, kar olajšuje pravilno 
migracijo PGC do mesta nastanka gonad - urogenitalnega grebena (Robles in sod., 2017). 
 
2.3 TEHNIKE IN ORODJA ZA VIZUALIZACIJO IN DETEKCIJO PRIMORDIALNIH 
ZARODNIH CELIC  
 
Prva in hkrati najpogostejša tehnika za vizualizacijo in detekcijo PGC je kombinacija uporabe 
označevalcev in genskih konstruktov. V ta namen se uporablja fluorescenčne proteine, 
največkrat zelen fluorescenčni protein (GFP). Velika prednost in uporabnost te metode se 
izkaže pri in vivo študijah (npr. pri študijah izražanja PGC), kjer je mesto izražanja še posebej 
pomembno (Yamaha in sod., 2010). 
 
Identifikacija prvega ribjega molekularnega markerja za zarodne celice, vasa gena pri cebrici 
(Yoon in sod., 1997), je povzročila izrazit preskok na področju dokazovanja primordialnih 
zarodnih celic. Šele tedaj je bilo mogoče nedvomno potrditi ali gre dejansko za primordialno 
zarodno celico.   
 
2.3.1 in situ hibridizacija in imunohistokemično označevanje 
 
Za posredno potrditev PGC se uporablja in situ hibridizacija (Xu in sod., 2010). Sondo lahko 
predstavljajo protismerne RNK molekule genov zarodne plazme, ki so označene bodisi z 
digoksigeninom bodisi s fluorescenčnimi značkami (Thisse C. in Thisse B., 2008). PGC lahko 
potrjujemo tudi preko neposredne zaznave specifičnih proteinov (npr. vasa protein ali GFP); 
takrat, uporabljamo imunohistokemično označevanje (npr. z anti-vasa ali anti-GFP 
protitelesi). vasa gen je evolucijsko precej ohranjen, zato so anti-vasa protitelesa medvrstno 
podobna in z vidika diagnostike dokaj univerzalna in uporabna za detekcijo po izvoru 
različnih skupin PGC. Anti-GFP protitelesa pa se lahko uporablja le za detekcijo specifičnih 
genskih konstruktov, za katere vemo, da izražajo GFP. Z večanjem števila dokazanih 
markerjev zarodnih celic se veča tudi število sond, kar prinaša izboljšave pri vizualizaciji in 
dokumentaciji dinamičnih zarodnih celic tekom njihovega razvoja. V uporabi je multipla 
fluorescenčna in situ hibridizacija (M-FISH), pri kateri se na sonde nanaša od 2 do 5 različnih 
barv, ki omogočajo razlikovanje med večjim številom sond (Speicher in sod., 1996).   
 
Slabost FISH metode je, da jo lahko izvajamo le na fiksiranih in torej neživih vzorcih. Zato se 
pri živih zarodkih največkrat izvaja injiciranje GFP konstruktov v povezavi s promotorji PGC 
specifičnih genov; slednja tehnika se imenuje lokalizirano izražanje RNK ali LRE (angl. 
localized RNA expression, Xu in sod., 2010). 
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2.3.2 Lokalizirano izražanje RNK  
 
Lokalizirano izražanje RNK (LRE) je tehnika označevanja PGC, ki omogoča in vivo 
vizualizacijo teh celic tekom embriogeneze, in je bila najprej razvita pri cebrici. Tehnika 
temelji na lokaliziranem izražanju fluorescenčno označene reporterske mRNK, ki se injicira v 
zgodnji fazi razvoja zarodka. Reporterska mRNK (GFP-nos1-3'UTR) se sintetizira s fuzijo 3' 
nekodirajoče regije in zarodnoceličnega markerja npr. nanos ali vasa gena. nanos gen je 
vstavljen, da zagotovi izražanje v PGC, saj je znano, da se maternalne mRNK molekule 
genov zarodne plazme kot npr. vas in nos1 zadržujejo v PGC in ne v somatskih celicah 
(Knaut in sod., 2000). 3' UTR (neprevedena regija na 3' koncu mRNK molekule) ima 
postregulatorno vlogo, sem pa se tudi veže mikroRNK (miRNK). V eni izmed prvih raziskav 
so konstruirano reportersko mRNK (GFP-nos1-3'UTR) injicirali v zarodek in spremljali 
distribucijo GFP. Opazili so specifično degradacijo mRNK konstrukta v somatskih celicah in 
stabilizacijo v PGC (Kӧprunner in sod., 2001). Do enega od omenjenih stanj konstrukta pride 
zaradi sekvence  ' UTR, na katero se v somatskih celicah veže miRNK in s tem povzroči 
destabilizacijo konstrukta; v PGC pa dead end proteini (RNK-vezavni faktorji) blokirajo 
vezavo miRNK in s tem omogočijo stabilizacijo konstrukta (Hong in sod., 2016). 
Lokalizacijo RNK usmerjajo cis-delujoči regulatorni elementi, ki se največkrat nahajajo v 3' 
UTR mRNK molekule. 
 
Znotraj nos 3' UTR se nahaja evolucijsko ohranjena regija, ki kontrolira od PGC odvisno 
ekspresijo. Za to regijo je značilna visoka ohranjenost med teleosti (Škugor in sod., 2014). 
LRE poleg hitrosti in preprostosti torej ponuja še eno prednost - raznolikost uporabe.  
Reporterska mRNK, ki je bila uspešno testirana pri eni ribji vrsti, se namreč lahko uporablja 
tudi pri drugih ribjih vrstah. Uporabnost LRE za označevanje PGC se je pokazala tudi pri 
dinamičnih procesih kot sta npr. migracija in proliferacija (Xu in sod., 2010). Potrebno pa je 
poudariti, da LRE ne omogoča stabilnega izražanja GFP kot npr. transgene linije rib.  
 
2.3.3 Produkcija transgenih linij 
 
Produkcija transgenih linij pri ribah zagotavlja razvoj številnih zarodkov z relativno 
enakomernimi signali izražanja reporterske mRNK. Prav tako predstavlja možnost 
opazovanja zarodnih celic vse od zarodka do odraslega osebka. Naslednja pozitivna lastnost 
omenjenega preučevanja pri ribah je njihov relativno kratek čas razvoja potomstva (predvsem 
v primerjavi s sesalci), kar pa se predvsem nanaša na modelne organizme rib, kot sta cebrica 
ali medaka z generacijskm časom okoli treh mesecev; po drugi strani je generacijski čas npr. 
salmonidov okrog treh let, kar vsekakor bistveno oteži omenjene raziskave. Vseeno zaradi 
gospodarske pomembnosti salmonidov te raziskave potekajo tudi na nekaterih njihovih vrstah 
(npr. šarenka Onorhynchus mykiss, atlatski losos Salmo salar).  
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Ustvarjanje transgenih linij prinaša tudi druge težave. Metoda mikroinjiciranja genskih 
konstruktov ima nizko učinkovitost integracije v gostiteljski genom, kar pomeni 
nekontrolirano integracijo in posledično nizko učinkovitost produkcije transgenov. Zaradi 
nepredvidljivih vzorcev izražanja transgenov je potreben širok pregled potomstva. Čeprav so 
naredili že vrsto transgenih linij rib, je njihova uporaba kot orodje za označevanje PGC 
omejena na modelni vrsti cebrica in medaka ter na šarenko. Pri šarenki so pod vasa 
promotorjem (VAS) in nanos promotorjem (NOS) uspeli uspešno pridobiti transgeno linijo s 
specifičnim izražanjem GFP in RFP (rdeči fluorescenčni protein) signala v zarodni liniji. Če 
je zaželena detekcija PGC v zgodnjih razvojnih fazah, je bolje uporabiti promotor s slabšo 
ekspresijo v zarodnih celicah (npr. nanos3 pri medaki). Razlog za to je maternalna zaloga 
vasa transkriptov, ki povzročajo močan fluorescenčni signal v raznolikih celicah vse do faze 
gastrulacije. To pa pomeni nejasno detekcijo PGC v zgodnjih embrionalnih fazah. Na drugi 
strani pa je za kasnejšo detekcijo primerneje uporabiti močnejše promotorje (npr. vasa pri 
medaki; Xu in sod., 2010; Li in sod., 2009).  
Transgene ribe, ki izražajo GFP, z metodo FACS (fluorescenčno aktiviranega celičnega 
sortiranja, angl. fluorescence-activated cell sorting) omogočajo izolacijo čistih in viabilnih 
populacij PGC. In vitro gojenje PGC bi pomenilo močno orodje pri biotehnoloških 
raziskavah, predvsem ohranjanju genetskih informacij ogroženih vrst (s pomočjo 
krioprezervacije in kasnejše transplantacije PGC). Ovira, ki se pojavlja je kako doseči stabilno 
in vitro kulturo ribjih PGC (Robles in sod., 2017).  
 
3 TRANSPLANTACIJA PRIMORDIALNIH ZARODNIH CELIC  
 
Primordialne zarodne celice so edine celice v zarodku, ki imajo potencial prenosa genetskih 
informacij na naslednjo generacijo. Raziskave, katerih prvi namen je širjenje osnovnega 
znanja o PGC, prinašajo tudi velike možnosti za dejanske aplikacije pri varstvu rib. Tukaj se 
navezujem predvsem na ogrožene vrste in potencial, ki ga predstavlja transplantacija PGC in 
razmnoževanje s pomočjo t.i. nadomestnih "mater". V teh primerih donorje predstavljajo 
ogrožene vrste rib ali vrste, katerih umetna vzreja je težavna, donorske celice so PGC v fazi 
gonocitov (spermatogoniji in oogoniji); recipienti so praviloma široko razširjene, donorjem 
čim bolj sorodne vrste rib (v razvojni fazi blastule ali rumenjakove vrečke), kot npr. šarenke, 
katerih vzreja je relativno preprosta. Pri vzpostavitvi uspešne produkcije zarodnoceličnih 
himer so potrebni štirje koraki: 1) identifikacija donorskih celic, 2) njihova izolacija, 3) 
transplantacija donorskih celic in 4) priprava recipienta oz. gostitelja, kar v bistvu pomeni 
sterilizacijo le-tega oz. deaktivacijo njegovih lastnih PGC. Postopki pri teh korakih se med 
seboj zaradi različnih razvojnih faz recipienta in celičnih tipov donorja razlikujejo. Prvo 
objavo uspešne produkcije zarodnocelične himere s transplantacijo PGC so izvedli Lin in sod. 
(1992), in sicer so pigmentirane zarodke cebrice transplantirali v albino recipiente iste vrste. 
Njihova metodologija je temeljila na transplantaciji blastomer, kar je pomenilo, da so 
transplantirali tako somatske kot zarodne celice. Vendar se je kasneje pokazalo, da 
blastomerna transplantacija ni najbolj primerna metoda za produkcijo medvrstnih 
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zarodnoceličnih himer, kar je potrdila tudi raziskava Saita in sod. (2010), v kateri so 
transplantirane somatske in primordialne zarodne celice v predelu glave zarodka recipienta 
tvorile agregate. Število abnormalnih himernih zarodkov se je s filogenetskim oddaljevanjem 
donorja in recipienta le še večalo. To nakazuje, da prisotnost donorjevih somatskih celic pri 
transplantaciji vpliva na prejemniški zarodek. Zato je metoda transplantacije čiste linije PGC 
ali enojne primordialne zarodne celice bolj uporabna in razširjena (Robles in sod., 2017).  
  
 
Slika 5: Distribucija transplantiranih somatskih celic (rdeča fluorescenca) in PGC (zelena fluorescenca) v 
intraspecifičnih himerah (levo zgoraj) ter interspecifičnih himerah (desno zgoraj, levo ter desno spodaj) dan po 
transplantaciji. S puščicami so označeni agregati donorskih celic. (Saito in sod., 2010) 
 
Nadaljnji pomembni koraki pri razvoju ksenogeneze s pomočjo transplantacije PGC vodijo v 
smeri in vitro produkcije in krioprezervacije PGC. 
 
Glaven razlog za želen razvoj in vitro generacije PGC je omejeno število PGC v zarodkih. 
Uspeh na tem področju bi pomenil zvišanje števila PGC na zarodek, nov učinkovitejši vir 
celic pri tehniki "nadomestnih mater" in priložnost učinkovitejše genetske manipulacije 
zarodnih celic. Težave, s katerimi so se spopadali, so bile omejene predvsem na maternalno 
dedovanje mehanizma PGC specifikacije (Dosch, 2015). Prvo poročilo o uspešni in vitro 
generaciji induciranih PGC-podobnih celic iz gojenih embrionalnih celic cebrice se je 
pojavilo šele leta 2014. Riesco in sod. (2014) so dokazali, da se je število PGC in vitro 
povišalo zaradi celične diferenciacije in ne zaradi celičnih delitev. S tem so se pojavila 
vprašanja o mehanizmu, ki stoji za celično diferencijacijo PGC in vitro, saj za PGC 
specifikacijo in vivo dokazano stojijo maternalno dedovani mehanizmi. Avtorji so razmišljali 
o dveh hipotezah. Prva hipoteza je, da pri in vitro gojenih celicah pride do epigenetskih 
sprememb (demetilacije vasa in drugih ključnih PGC genov), ki vodijo do zvišane ekspresije 
markerjev PGC. Druga hipoteza je pojav prekomerne ekspresije proteinov, ki v zarodnih 
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celicah stabilizirajo  transkripte, ki so ključni za PGC viabilnost (npr. dnd-1). Ti hipotezi so v 
študiji potrdili in tako predpostavili, da in vitro gojitvene razmere lahko deregulirajo 
mehanizme in vivo, kar pomeni možnost generiranje PGC-podobnih celic.  
 
PGC so za krioprezervacijo zanimive zaradi možnosti shranjevanja ne samo paternalnega 
genoma ampak predvsem maternalnega genoma; krioprezervacijsko shranjevanje gamet pri 
ribah je namreč možno le v primeru sperme, medtem ko uspešnega postopka za zamrzovanja 
iker - verjetno zaradi njihove kompleksne strukture - še niso uspeli razviti, kar pomeni izgubo 
ženskega genoma. Sama krioprezervacija oogonijev v kombinaciji z možnostjo njihove 
"oživitve" skozi proces transplantacije v nadomestne matere tako predstavlja pomembno 
orodje genske banke, vsaj dokler se ne razvije uspešen protokol krioprezervacije iker in/ali 
zarodkov (Robles in sod., 2017). 
 
3.1 TRANSPLANTACIJA ENOJNE PRIMORDIALNE ZARODNE CELICE (SPT) 
 
Takeuchi in sod. (2003 in 2004) so z zarodnoceličnimi himerami salamonidnih vrst rib 
(šarenke kot donorji in masu lososi (O. masou) kot recipienti) dosegli uspešno produkcijo 
potomstva in sperme. Transplantacijo so dosegli z odvzemom gonadnih celic (ki so 
vključevale PGC) donorskih zarodkov šarenke in mikroinjiciranjem le-teh v peritonealno 
votlino zarodkov recipenta - masu lososa. V ženskih in moških zarodkih recipienta so našli 
donorske zarodne spolne celice, kar je pomenilo uspešno kolonizacijo donorskih PGC v 
recipientovih gonadah. Nalednji korak je bil dokaz, da interspecifična transplantacija 
gonadnih celic v moške recipiente lahko povzroči, da recipienti začno proizvajati donorjevo 
spermo. Problem te metode je lahko težaven prenos na druge vrste rib, še posebej pri vrstah, 
ki imajo v primerjavi s šarenkami majhne jajčne celice in larve ter majhen urogenitalni 
greben, ki ga je ekstremno težko kirurško izolirati in odstraniti; podoben problem zaradi 
majhne velikosti je tudi pri recipientih, ki v peritonealni votlini prav tako nimajo dovolj 
prostora za mikroinjiciranje donorskih gonadnih celic. Ker ta metoda ni primerna za večino 
rib (tudi za modelni ribi cebrico in medako), je bilo potrebno razviti novo metodo. Študija 
Saita in sod. (2008) je prikazala metodo produkcije zarodnoceličnih himer s transplatacijo 
enojne PGC. Za donorske ribe oz. zarodke so izbrali Danio albolineatus (angl. pearl danio, 
slov. biserna cebrica) za recipiente pa zarodke D. rerio (cebrica). Ena izmed ugotovitev te 
raziskave je določitev števila PGC, ki so potrebne za razvoj gonad in gametogenezo pri 
vretenčarjih. In sicer je za formacijo testisa in spermatogenezo dovolj že ena PGC, a to ni 
dovolj za uspešno produkcijo funkcionalnih jajčnikov in jajčnih celic. Vsi himerni potomci 
pri tej metodi so bili fenotipsko moški. Če pa so te himerne potomce tretirali z E2 
(estradiolom) so povzročili razvoj ženskega fenotipa (karakteristično zatečen abdomen in 
izrazito modro obarvanje; Saito in sod., 2008). Čeprav pri cebricah (kot recipientih) 
produkcija funkcionalnih jajčec iz donorjevih PGC ni mogoča, je le-ta uspešna pri 
transplantaciji spermatogonijev iz mormalnih šarenk v triploidne masu losose. Študijo so 
izvedli, da preverijo, ali je tehnologija transplantacije spermatogonijev uporabna pri 
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medvrstni ksenogenezi. Izvedli so transplantacijo donorskih spermatogonijev šarenke v 
peritonealno votlino sterilnih triploidnih zarodkov masu lososa. Donorjevi spermatogoniji so 
se naselili v gonadah sterilnih recipientov in uspešno producirali spermo oz. jajčeca šarenk-
donorjev. Izkaže se, da je ta metoda še posebej uporabna pri produciranju potomcev obeh 
spolov, kar npr. predstavlja prednost, če so na voljo samo moški donorski osebki (Okutsu in 
sod., 2008).   
 
Prvi korak pri metodi transplantacije enojne primordialne zarodnih celic je izolacija PGC iz 
zarodka. Za izolacijo je najprej potrebno vizualizirati tarčne celice, v tem primeru eno samo 
primordialno zarodno celico. To se stori z injiciranjem mRNK zelenega fluorescenčnega 
proteina (GFP)-nos3'UTR v zarodke. Nato se zarodek v fazi somitogeneze tretira z mešanico 
kolagenaze, tripsina, natrijevega citrata in Ringerjeve raztopine, da se celice sprostijo in 
nastane celična suspenzija. Tekom 1 do 2-urnega postopka transplantacije se celice nahajajo v 
encimski mešanici, od koder se s pomočjo steklene mikroigle pod stereomikroskopom 
izolirajo posamezne PGC. Pri omenjeni metodi se v marginalno regijo blastule, natančneje v 
blastodisk, presadi eno primordialno zarodno celico (Saito in sod., 2008). Razvoj donorjevih 
PGC se prepreči z injiciranjem dnd protismernih morfolino oligonukleotidov. MO proti dead 
end RNK-transkriptom omogočajo učinkovit izbris zarodne linije recipienta oz. zamenjavo le-
te z zarodno linijo donorja (Ciruna in sod., 2002).  
 
 
Slika 6: Primerjava tehnik blastomerne transplantacije (BT) in transplantacije enojne PGC (SPT)  
(Saito in sod., 2010) 
 
Morfolino oligonuleotidi so nenabiti analogi nukleinskih kislin, za katere je značilno Watson-
Crick bazno parjenje. Uporabljajo se za spremembo genskega izražanja in sicer tako, da z 
vezavo na komplementarne tarče na RNK molekule sterično blokirajo tarčno mRNK. S tem 
onemogočijo translacijo, modificirajo "splicing" (izrezovanje in spajanje) predhodne mRNK, 
inhibirajo miRNK maturacijo in aktivnost. MO so visoko specifične protismerne molekule, 
saj morajo za delovanje vsebovati daljše komplementarno zaporedje kot npr. "antisense" 
(protismerne) molekule, ki temeljijo na katalitski aktivnosti (npr. RNAi; Moulton, 2016).   
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Pri približno polovici donorskih zarodkov je transplantirana PGC uspešno migrirala do 
urogenitalnega grebena, kar je bilo ugotovljeno s sledenjem fluorescenčnega signala. Sam 
razvoj gonad pri zarodkih, ki so bili tretirani z MO, je bil onemogočen, saj so se njihove 
gonade zreducirale do niti. Pri zarodnoceličnih himerah je bila opazna ena normalno velika 
gonada - testis, kar pomeni, da so vse himerne ribe predstavljale moško populacijo. Zato je 
bilo za nadaljnjo reprodukcijo potrebno te himere tretirat z E2 (za razvoj ženskega fenotipa; 
Saito in sod., 2008). Ker so želeli preveriti, ali so gamete teh himer funkcionalne, so križali 
moške potomce in z E2 tretirane potomce. Pridobili so veliko število oplojenih jajčec.  
 
Uspešnost transplantacije je bilo potrebno potrditi še z dokazom prisotnosti donorskih 
zarodnih celic pri recipientu. S tem namenom so izvedli PCR (verižna reakcija s polimerazo) 
analizo somatskega tkiva in tkiva gonad. DNK analiza je bila izvedena z vrstno specifičnimi 
začetnimi oligonukleotidi (specifični za donorja - biserno cebrico in recipienta - cebrico), ki 
so amplificirali 3'UTR sekvenco vasa gena. Rezultati so samo v gonadi pokazali prisotnost 
donorsko specifičnega PCR pomnožka, medtem ko je v somatskih tkivih bil prisoten le 
recipientov PCR pomnožek. Rezultati potrjujejo prisotnost donorskih zarodnih celic v 
gonadah, in sicer v večji meri kot recipientove lastne zarodne celice (PCR pomnožek donorja 
je svetil z večjo intenziteto). To pomeni, da so se v gonadah himer zarodne celice razvile iz 
donorske PGC. Za dokončno potrditev teh rezultatov so z enakimi vrstno specifičnimi 
začetnimi oligonukleotidi opravili še RT-PCR (reverzna transkripcija in verižna reakcija s 
polimerazo) analizo RNK recipientovih gonad. V kolikor so se gonade razvile izključno iz 
donorske PGC, v gonadah ni bilo mogoče zaznati PCR pomnožka specifičnega za recipienta. 
Slika je pokazala prisotnost PCR pomnožka specifičnega za donorja, na osnovi česar se lahko 
predpostavlja, da se z MO protismerno tehnologijo popolnoma zamenja zarodna linija 
recipentovih zarodnih celic (Saito in sod., 2008). 
 
4 ZAKLJUČKI 
 
Za ribje zarodne celice se pojavlja vedno več zanimanja, še posebej za primordialne zarodne 
celice. Prvi razlog za to je v preprostih tehnikah eksperimentiranja in opazovanja 
embriogenalnega razvoja rib. Ksenotransplantacija in vizualizacija pri ribah z razvojem 
postaja enostavnejša in dosegljiva večini laboratorijev. Drugi razlog je dejstvo, da je mnogo 
vrst rib ogroženih oz. na robu izumrtja. To je povod za razvoj kultur zarodnih celic, 
krioprezervacijo in transplantacijo le-teh. Zadnji razlog je ta, da so ribe vretenčarski modelni 
organizem. Cebrico (najbolj razširjen ribji modelni organizem) druži s sesalci veliko skupnih 
značilnosti. Zato nova dejstva o razvoju ribjih spolnih zarodnih celic pomenijo tudi več znanja 
pri reprodukciji in neplodnosti vretenčarjev oz. sesalcev. Da bi lahko dosegli poln potencial 
teh celic pa je potreben še razvoj predvsem na metodološkem nivoju. To se navezuje na 
protokole in vitro gojenja PGC celic in krioprezervacije, in sicer v smeri optimizacije gojenja 
PGC in standardizacije protokolov krioprezervacije za vsako vrsto posebej. Pri 
ksenotransplantacijah in krioprezervaciji se ne sme pozabiti na možnost molekularnih 
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modifikacij (npr. epigenetskih sprememb), ki imajo lahko vpliv na potomstvo. Zatorej je 
natančna evalvacija potomstva nujna. Kljub temu da je potrebnega še veliko dela, se je s PGC 
odprlo novo obetajoče področje v akvakulturi in reproduktivni ter varstveni biologiji (Robles 
in sod., 2017; Xu in sod., 2010).         
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